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Resumen

Las cepas de Escherichia coli (E. coli) diarreogénicas (ECD) son bacilos Gram negativo que se
caracterizan por su plasticidad génica y capacidad de generar diarrea. Estas cepas se han agrupado
en distintos patotipos, distinguiéndose cada uno por sus factores de virulencia y mecanismos de

patogenicidad para colonizar el intestino.

El microambiente intestinal cumple un papel importante en la regulacion de la virulencia en los
patdgenos entéricos, pudiendo ser la microbiota intestinal uno de los factores involucrados en
modular la interaccion entre ECD y el hospedero. En nuestro laboratorio se realiz6 un estudio que
encontro la existencia de una microbiota distintiva en pacientes que presentaban diarrea asociada
a la presencia de ECD, distinguiéndose significativamente en este grupo la presencia de la bacteria

Escherichia albertii (E. albertii).

En ensayos de infeccidn sobre células intestinales T84, utilizando las cepas de ECD productora de
toxina Shiga (STEC) y enteroagregativa (EAEC) co-incubadas con el sobrenadante de un cultivo
de E. albertii, se observo un aumento significativo en la secrecion de la citoquina proinflamatoria
IL-8 en comparacion a la condicion control. Un analisis de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas del sobrenadante de E. albertii revel6 la presencia de los acidos grasos

de cadena corta (SCFA) acetato y formato.

Los SCFA son producidos principalmente a partir de la fermentacion de carbohidratos no
digeribles en el intestino y se han sido descrito como moléculas reguladoras de la virulencia de
enteropatdgenos. Con estos antecedentes, en este trabajo se propuso estudiar el rol del acetato y el
formato en la expresion de factores de virulencia en STEC y EAEC, junto con evaluar el efecto en
la induccion de la respuesta inflamatoria inducida por estos patégenos en células epiteliales
intestinales. Nuestra hipdtesis es que el acetato, formato y los SCFA a concentraciones fisiologicas
humanas inducen un aumento de la expresion de genes involucrados en la virulencia de cepas de
STEC y de EAEC, correlacionado con un aumento en la secrecion de IL-8 en células epiteliales
intestinales in vitro infectadas con estos patdgenos. El objetivo general de la tesis es determinar el
efecto del acetato, formato y los SCFA en concentraciones fisiol6gicas humanas en la expresion
de genes involucrados en la virulencia en STEC y EAEC, y en la secrecion de IL-8 en células

epiteliales intestinales mediada por estos patotipos.



En primer lugar, se determind que concentraciones de acetato mayores a 100 mM retrasan el
crecimiento bacteriano de STEC y EAEC en comparacion a su control de osmolaridad (NaCl).
Posteriormente se encontrd que el formato y el acetato aumentan la expresion de los genes que
codifican para la toxina Shiga (stx2) e intimina (eae) en STEC y la proteina autotransportadora Pet
(pet) en EAEC. No se encontraron diferencias significativas en el efecto del acetato y el formato
sobre STEC y EAEC en la capacidad de inducir secrecion de IL-8 sobre células T84 en
comparacion a su respectivo control. Ademas, se evalu6 el efecto de los SCFA en un contexto
fisiologico humano, y se observé que al incubar STEC o EAEC en presencia de la condicion de
SCFA presentes en colon, aumentd la expresion de los genes stx2 y eae en STEC, en EAEC
aumento la expresion de los genes; regulador maestro de virulencia (aggR), fimbria de adherencia
agregativa (aafA) y autotransportador Pet. No se observé un efecto significativo en la induccion
de la secrecion de IL-8 en las células T84, cuando las cepas de STEC y de EAEC se incuba en

presencia de un exceso de formato y acetato sobre la condicion fisiologica de SCFA en colon.

Como conclusion, en este trabajo se observo que el formato, y los SCFA presentes en el colon,
modulan positivamente la expresion de factores de virulencia en STEC y EAEC. También se
observo que un aumento en la expresion de los genes evaluado en las cepas de ECD, no se traduce
en un aumento en la secrecion de IL-8 en el modelo celular utilizado. Estos resultados sugieren

que los SCFA podrian participar en la regulacion de virulencia de las cepas de ECD.
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Summary

Diarrheagenic E. coli (DEC) are Gram negative bacilli that have been characterized by their gene
plasticity and ability to generate diarrhea. These strains have been grouped into different
pathotypes, each being distinguished by their virulence factors and pathogenic mechanisms to

colonize the human gut.

Human gut microenvironment has an important role in the regulation of virulence of enteric
pathogens, being the intestinal microbiota one of the factors that could be involved in modulating
the interaction between DEC and the host. A study carried out in our laboratory determined the
existence of a distinctive microbiota in patients presenting diarrhea associated with the presence
of DEC, significantly distinguishing in this group the presence of Escherichia albertii (E. albertii).

Infection assays were performed on T84 intestinal cells using shiga Toxin-producing E. coli
(STEC) and enteroaggregative E. coli (EAEC), which were co-cultured with the supernatant of E.
albertii, producing an increase in the secretion of the 1L-8 proinflammatory cytokine compared to
the control condition. A gas chromatography analysis coupled to spectrometry would reveal the

presence of short chain fatty acids (SCFA), acetate and formate in the supernatant of E. albertii.

SCFA are produced through the fermentation of none digestible carbohydrates (NDC) in the
human gut and have been described as molecules involved in the modulation of virulence factors
in enteropathogenic bacteria. In this study we proposed that the acetate, formate and SCFA in a
human physiological context induce an upregulation in the expression of virulence factors in STEC
and EAEC, increasing the secretion of IL-8 on epithelial cells in vitro infected with these
pathogens. The main objective in this study was to determine the effect that the formate, acetate
and SCFA in the human gut could have in the expression of virulence factors in STEC and EAEC,

and to evaluate the secretion on IL-8 on epithelial cells infected with these pathogens.

It was first determined that acetate concentrations greater than 100 mM have a significant effect
on the bacterial growth of STEC and EAEC compared to their osmolarity control, sodium chloride
(NaCl). Subsequently, it was determined that acetate and formate increased gene expression of
Shiga toxin (stx2) and intimin (eae) in STEC and the autotransporter protein (pet) in EAEC. There
is no significant difference in the effect of acetate and formate on STEC and EAEC to induce

secretion of IL-8 on T84 cells compared to their respective control. In addition, the effect of SCFA

Xl



in a human physiological context was evaluated, and it was observed that when incubating STEC
or EAEC in the presence of concentrations of SCFA present in the colon, the expression of the
genes stx2, and eae increased in STEC, as well as the genes that encode the master regulator
(aggR), fimbria of aggregative adhesion (aafA) and pet in EAEC. It was observed that there is no
significant effect on the induction of IL-8 secretion in T84 cells, when STEC and EAEC are
incubated in the presence of an excess formate and acetate on the physiological condition of SCFA
in the colon.

In this work we concluded that formate, acetate and the SCFA present in the colon, positively
modulate the expression of certain virulence factors in STEC and EAEC. It was also observed that
an increase in the expression of the evaluated genes in DEC strains does not translate into an
increase in the secretion of IL-8 in the cellular model used. These results suggest that the SCFA
could participate in the virulence regulation of DEC strain.
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Introduccion

Escherichia coli diarreogénica

La diarrea se define por el aumento en el volumen, frecuencia, fluidez y la pérdida de la
consistencia solida de las deposiciones, afectando principalmente a individuos entre 1-5 afios de
edad (Koletzko y cols., 2009). La diarrea estd ligada a la ingesta de agua y/o alimentos

contaminados, acompafiada de habitos deficientes en la higiene personal (Kapwata y cols., 2018).

Un estudio publicado en el afio 2016 enfocado en caracterizar los patdgenos presentes en
deposiciones diarreicas, revelé que un 30% del total de las muestras analizadas tenia la presencia
de agentes virales en las deposiciones, un 8% de las muestras tenia agentes parasitarios y un 62%
estaba asociado a la presencia de bacterias. De este ultimo grupo se observé que un 62% de las
bacterias encontradas pertenecia al grupo de las Escherichia coli (E. coli) diarreogénicas (ECD)

(Farfan y cols., 2016).

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae (Ewing, 1986). Esta bacteria comensal esta ampliamente distribuida en el
intestino humano (Kaper y cols., 2004). No obstante, estas cepas comensales de E. coli han
adquirido distintos factores de virulencia mediante transferencia horizontal de genes o
bacteriofagos dando como resultado cepas patogénicas que producen diarrea, identificadas como

E. coli diarreogénicas (Nataro y cols., 1998).



Existen distintos patotipos de ECD, y cada uno posee mecanismos de patogenicidad acompariado
de factores de virulencia caracteristicos que les permiten causar dafio en el hospedero de manera
distintiva. En cuanto a la clasificacion, existen al menos 6 patotipos principales (Figura 1): E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli con adherencia
difusa (DAEC) (Kaper y cols., 2004; Nataro y cols., 1998). Al igual que la mayoria de los
patdgenos entéricos, las cepas de ECD siguen una estrategia de infeccion que se resume de la
siguiente manera: (1) colonizacion de mucosa intestinal, (1) produccion/secrecion de factores de
virulencia (I11) produccién de inflamacion y diarrea (Nataro y cols., 1998). En este trabajo se

estudiaron 2 patotipo de ECD por su relevancia clinica y prevalencia: STEC y EAEC.
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Figura 1. Principales patotipos de ECD. a- EPEC se distingue por la formacion de pedestales de actina en células
de intestino delgado. b.- STEC genera adherencia en células de intestino grueso y se distingue por secretar la toxina
Shiga (stx2) hacia tejido vascular. c- ETEC se adhiere a enterocitos en ileon y posee capacidad se secrecion de toxinas
termolébiles y termoestables generando diarrea acuosa. d- EAEC posee capacidad de adherencia en enterocitos de
colon en una forma distintiva de apilamiento bacteriano. e- EIEC es el Unico patotipo que invade coloncitos, realiza
lisis del fagosoma intracelular y se desplaza a través de los filamentos de actina. f- DAEC genera una sefial en
enterocitos de ileon que se manifiesta con el alargamiento de las microvellosidades. Modificado de Kaper y cols.,
2004.



Mecanismo de patogenicidad de STEC

Este patdgeno se caracteriza por producir una o mas toxinas Shiga similares a las producidas por
Shigella dysenteriae, por lo que se les denomina shigatoxigénicas (O'Brien y cols., 1983). Es un
patdgeno de caracter zoono6tico de gran importancia en salud publica, que causa dolor abdominal,
diarrea sanguinolenta y fiebre. Es el principal agente etiol6gico del sindrome hemolitico urémico
(SHU) el cual se desarrolla en el 15% de los casos infectados por STEC produciendo anemia

hemolitica, trombocitopenia y falla renal (Nguyen y cols., 2012; Obata y cols., 2008).

Con respecto a los mecanismos de patogenicidad de STEC, primero existe interaccion bacteria-
hospedero a nivel de enterocitos mediada inicialmente por la fimbria polar larga (Lpf). Luego
STEC utiliza la proteina de adherencia intimina (Eae) para acercarse a la proteina de la membrana
extracelular nucleolina, facilitando el acercamiento hacia la superficie del enterocito.
Posteriormente, mediante el sistema de secrecion Tipo Il (T3SS), el cual consiste en una especie
de jeringa macromolecular que desencadena sefiales intracelulares, STEC realiza traslocacion de
Tir (receptor traslocado de intimina) a la membrana celular donde finalmente se une a intimina.
Esta fijacion de STEC a la célula genera modificacion en la actina, causando alargamiento de los
enterocitos en forma de pedestales y produce lesiones de tipo adherencia y eliminacion (A/E)
caracteristicas de este patotipo (Sinclair y cols., 2002; Fitzhenry y cols., 2002; McDaniel y cols.,

1995).

Una vez concretada la union entre bacteria y el enterocito, STEC secreta la toxina Shiga (Stx2),
compuesta por una subunidad A y un pentdmero B. La subunidad A tiene dos fragmentos, Al con
actividad enzimatica y unién al receptor globotriaosilceramida 3 (Gb3) presente mayormente en
células renales y A2 que se une al pentamero B. Al realizarse la union de la subunidad Al con

Gb3, se genera actividad enzimatica sobre el ARNr 28S, inhibiendo la sintesis proteica y



produciendo apoptosis celular, lo que podria generar el desarrollo de insuficiencia renal (Figura

2) (Friedrich y cols., 2002; Farfany cols., 2012).

En relacion al proceso inflamatorio causado por algunos factores de virulencia de STEC
cepa 86-24, estudios in vivo e in vitro demostraron que la interaccion entre Stx y las células renales
en el hospedero, inducen la elevacion de interleuquina 8 (IL-8), un potente quimoatractante de
neutrofilos ampliamente utilizado como un marcador de inflamacion en células intestinales
infectadas por patotipos de ECD (Andreoli y cols., 2002). Se ha encontrado que las lesiones tipo
AJE donde participa la intimina al adherirse a los enterocitos, estan involucradas en la produccién
de inflamacion y diarrea (Croxen y cols., 2013). Experimentos realizados en nuestro laboratorio
mostraron un aumento en la secrecion de IL-8 en el sobrenadante de células intestinales T84
mediado por la participacién de la fimbria Lpf en el proceso de adherencia en comparacién a cepas

mutantes para esta fimbria (Vergara y cols., 2015).
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Figura 2. Modelo de infeccién de STEC en humanos. En la imagen se ilustra la primera etapa de colonizacion sobre
enterocitos humanos. STEC interactda con el intestino mediante la fimbria Lpf; seguidamente ocurre la formacion de
las lesiones tipo A/E. La produccion de Stx ocurre en el tracto intestinal, translocdndose a través del lumen intestinal
hacia el torrente sanguineo, distribuyéndose hacia sus 6rganos blanco como el rifién. Modificado de Farfany Torres,
2012.



Mecanismo de patogenicidad de EAEC

Las alteraciones intestinales causadas por EAEC son frecuentemente asociadas a diarrea aguda o
persistente, tanto en nifios, adultos o pacientes inmunocomprometidos en paises industrializados y

en vias de desarrollo (Gantois y cols., 2006).

Este patotipo se adhiere a la mucosa intestinal, la coloniza y produce un efecto citotdxico. La
adherencia de esta bacteria exhibe la formacion de microcolonias (Mohamed y cols., 2007) y un
patron de adherencia-agregativa (AA) mediadas por fimbrias de adherencia agregativa (AAF) con
didmetros de 3 nm sobre células Hep-2 y HelLa descrito como “ladrillos apilados* (Hicks y cols.,
1998). EAEC alberga un plasmido de adherencia agregativa (plasmido pAA), que codifica varios
factores de virulencia, dentro de los que se incluye la fimbria AAF y el regulador AggR, un
activador transcripcional que se encuentra principalmente en las cepas involucradas en causar
episodios de diarrea aguda (Nataro y cols., 1994; Morin y cols., 2013). EAEC posee factores no
regulados por AggR como las proteinas con actividad serin-proteasas (SPATE) o Pic, involucrada
en la colonizacion junto a la toxina autotransportadora Pet (Morin y cols., 2013). La toxina Pet es
una proteina que tiene afinidad con la espectrina en la membrana del complejo de Golgi, bloquea
su funcion y causa el redondeamiento de la célula (Figura 3) (Eslava y cols., 1998). En relacion
al proceso inflamatorio inducido por EAEC , estudios previos revelan que existen niveles mayores
de IL-8 en deposiciones de pacientes infectados por cepas de EAEC que contienen los genes aggR
o0 aafA en comparacién a pacientes infectados con patotipos de EAEC que no poseen estos factores
de virulencia , dando origen al nombre para este patotipo de EAEC atipica (Steiner y cols., 1998).
En otros estudios se observo la participacion de la toxina Pet en la secrecion de IL-8 en células

epiteliales intestinales (Harrington y cols., 2005; Rocha-Ramirez y cols., 2016).



Intestinal lumen

Figura 3. Etapas de la patogénesis de EAEC. Los nimeros en los circulos indican un modelo de la progresion de
EAEC en la patogénesis. 1) Aglutinacidn bacteriana. 2)Adherencia y colonizacién al epitelio intestinal. 3) Formacion
de biopelicula. 4) Liberacion de toxinas bacterianas, induccion de dafio. 5) Formacion de biopelicula adicional.
Modificado de Hebbelstrup Jensen y cols., 2014.

Todos estos eventos ocurridos en la patogenicidad de ECD se llevan a cabo en el intestino humano.
En el Gltimo tiempo, se ha acumulado evidencia sobre el rol de la microbiota intestinal y sus
metabolitos en la regulacion de la virulencia de los patotipos de ECD.

Microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal (GI) humano representa una de las partes mas extensa del cuerpo (250-
400 m?). El nimero de microorganismos que lo habitan se estima que excede 10%*, una proporcion
estimada de 10 veces mas bacterias que células humanas (Bengmark, 1998). Esta comunidad
bacteriana ofrece muchos beneficios al hospedero como el establecimiento de una microbiota
normal que fortalece la integridad intestinal (Natividad y cols., 2013) y proporciona metabolitos
como aporte de energia a enterocitos (den Besten y cols., 2013), proteccion contra patdgenos y
regulacién de la inmunidad (Baumler y cols., 2016). No obstante, el desbalance de todos estos
mecanismos podria generar alteracion en la composicion microbiana conocida como disbiosis

(Baumler y cols., 2016).



La microbiota normal es aquella microbiota presente en individuos sanos. Existen cuatro phylum
bacterianos presentes en la microbiota intestinal normal: Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria
y Proteobacteria. Los géneros méas abundantes pertenecientes a Bacteroidetes son Bacteroides y
Prevotella, mientras que en el caso de Firmicutes los géneros méas abundantes son Clostridium,
Eubacterium y Lactobacillus. En Actinobacteria se encuentra en mayor proporcion
Bifidobacterium y el caso de Proteobacterias quien ocupa el mayor espacio en la microbiota es el
género Escherichia (Wu y cols., 2011; David y cols., 2014). En situacion de diarrea existe una
mayor distribucion del phylum Proteobacteria, estableciendo un nicho en el tracto gastrointestinal
y reduciendo el nimero de bacterias presentes en la microbiota pertenecientes al resto de los
phylum bacterianos antes mencionados (Stecher y cols., 2007).

Microbiota intestinal en infecciones por ECD

En nuestro laboratorio se caracterizé la microbiota intestinal en nifios menores de 5 afios asociados
a infecciones por ECD (Gallardo y cols., 2017). En el estudio se analizaron 93 muestras de
deposicion en nifios de 1-5 afios. Estas muestras se dividieron en tres grupos que se clasificaron
como: grupo control (30 muestras sin presencia de patdégenos), grupo viral (31 muestras asociadas
a diarrea con presencia de virus entéricos) y grupo ECD (32 muestra con presencia de algun
patotipo de ECD). Este estudio revel6 que existen diferencias significativas en la composicion de
la microbiota intestinal entre las muestras que pertenecen al grupo ECD en comparacién a las
muestras diarreicas del grupo asociado a virus entéricos y nifios sanos (Figura 4). Este estudio
también revel6 la presencia de 8 bacterias en el grupo de ECD que se diferenciaban
estadisticamente por criterios de presencia y abundancia relativa con respecto a los demas grupos
(Tabla 1). De este analisis se determind a E. albertii como una de las bacterias que presenta mayor

significancia estadistica.



Figura 4. Microbiota asociada a
infecciones por ECD. Andlisis de
redundancia ubica en el espacio cada
una de las muestras (puntos)
analizadas de acuerdo al grupo al que

pertenecen, indicando una microbiota

RDAZ (17.55%)

caracteristica para el grupo ECD,
grupo control 'y grupo viral
Modificado de Gallardoy cols., 2017.

RDA1 (82.43%)

Tabla 1. Especies bacterianas indicadoras asociadas a la infeccién por ECD. Se identificaron 8 especies
indicativas para el grupo ECD, las cuales pertenecen al phylum Proteobacteria. Son indicativos de significancia
estadistica el Valor stat cercano a 1 y valor P menor a 0.05. Modificado de Gallardo y cols., 2017.

OPU Nombre de OPU Especies cercanas Nimero de Valor | Valor P

N° acceso stat

464 uncultured Escherichia Escherichia coli CP007393 0.607 | 0.001
84 uncultured Escherichia-Shigella Escherichia coli X80725 0.535 | 0.002
120 Citrobacter werkmanii Citrobacter werkmanii | AF025373 0.500 | 0.001
451 Escherichia albertii Escherichia albertii AJ508775 0.500 | 0.001
129 Uncultured Klebsiella Klebsiella oxytoca AF129440 0.452 | 0.007
459 Enterobacter sp. Nj-68 Enterobacter sp. AM491469 0.437 | 0.003
81 Haemophilus sputorum Haemophilus spurtorum | JF506642 0.356 | 0.048
449 Yersinia enterocolitica subs. Yersinia enterocolitica | CP002246 0.354 | 0.028

paleartica

E. albertii es un bacilo Gram negativo y anaerobio facultativo que pertenece a la familia
Enterobaceteriaceae. Es un enteropatdgeno emergente en humano y aves que presenta similitudes
con bacterias como EPEC o EHEC, tal como la presencia de intimina o T3SS (Janda y cols., 1999;

Oaks y cols., 2010).

La interaccién entre patotipos de ECD con bacterias presentes en la microbiota intestinal ya ha

sido motivo de estudio en el pasado. Un ejemplo es la interaccion entre STEC vy



Bacteroides thetaiotamicron (Figura 5), donde se demostrd6 mediante experimentos de co-
incubacidn, que la interaccidn entre ambas bacterias produce un aumento en la expresion de genes
asociados a virulencia en STEC. También se observo bajo el mismo estimulo, un aumento en la

adherencia de STEC sobre células epiteliales (Curtis y cols., 2014).

- Bt
= (+) Bt STEC STEC + Bt

Relative fold change

Figura 5. Bacteroides thetaiotamicron aumenta la expresion de factores de virulencia en STEC. Genes asociados
alavirulenciaen STEC aumentan su expresién en presencia de Bt con respecto a un control sin Bt. Ademas, se observo
un aumento en la formacion de pedestales de actina en presencia de Bt sobre células epiteliales intestinales. Modificado
de Curtis et al., 2014.

Con estos antecedentes, en nuestro laboratorio realizaron ensayos de co-cultivo utilizando las
cepas de STEC y de EAEC en presencia del sobrenadante de E. albertii para realizar ensayos de
infeccion sobre células T84 y medir secrecion de IL-8 (Datos no publicados) (Figura 6). En estos
ensayos se observd que existia un aumento significativo (p<0.05) en la secrecion de IL-8 cuando
se infectaron células T84 utilizando los patotipos de ECD en presencia del sobrenadante de
E. albertii comparado contra la infeccién donde se utilizo el patotipo de ECD en ausencia de este
sobrenadante. Estos resultados de co-cultivo sugirieron la existencia de metabolitos presentes en

el sobrenadante de E. albertii que favorecen la actividad proinflamatoria de STEC y EAEC.
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E Figura 6. Secrecion de IL-8 en células epiteliales
S 6001 T intestinales infectadas con STEC y EAEC
=1 incubadas con el sobrenadante de E. albertii.
ep 400- Cuantificacion de la secrecion de IL-8 en 6
_ condiciones; Medio minimo (M9), sobrenadante E.
" 200d albertii, STEC, STEC+ sobrenadante E. albertii,

EAEC, EAEC + sobrenadante E. albertii.
i
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*n < 0.05

Con estos antecedentes en el laboratorio se analizd el sobrenadante de E. albertii mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para cuantificar los niveles de SCFA.

Estos analisis revelaron la presencia de acetato y formato en el sobrenadante (Tabla 2).

Tabla 2. Estudio de metabolémica a sobrenadante de E. albertii.

Metabolito | Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Acético | Formico | Propionico | Isobutirico Butirico Isovalérico
mM mM mMI mMI mM mMI
Bacteria
E. albertii 3.61 2.67 <LOD <LOD <LOD <LOD

<LOD : Bajo el limite de deteccion
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SCFA y patogenicidad

La interaccion entre los metabolitos intestinales y los enteropatdgenos es un proceso bioldgico
necesario para el desarrollo de la regulacion de sus programas metabolicos y expresion génica.
(van der Knaap y cols., 2016). Un ejemplo de esta interaccion entre metabolitos y el genoma
corresponde al efecto de los SCFA existentes en el microambiente intestinal. Los SCFA
representan el mayor flujo de carbono de la dieta y son producidos principalmente a partir de la
fermentacion de carbohidratos no digeribles en el intestino delgado (Miller y cols., 1996). Los
SCFA son acidos alifaticos organicos que estdn compuestos entre uno y seis carbonos, de los cuales
el formato (C1), acetato (C2), propionato (C3) y el butirato (C4) son los mas abundantes (95% del
total de SCFA intestinales) (Cook y cols., 1998). El acetato, propionato y el butirato se encuentran
presentes en aproximadamente una proporcion 60:20:20 en colon y deposiciones (Hijova y cols.,
2007). Por otro lado, el formato se encuentra presente solo en ileon a una concentracion de 10 mM
(Garner y cols., 2009). Dependiendo de la dieta, la concentracion total de SCFA se reflejan en una
concentracion fisioldgica desde 20-40 mM en ileon (Lackraj y cols., 2016), 70 mM -140 mM en

colon proximal y 20-70 mM en colon distal (Cummings y cols., 1987).

Se ha demostrado que los SCFA regulan la expresion de genes de virulencia en cepas de ECD. Un
ejemplo de esto fue descrito por Lackraj y cols., 2016 donde evalud la regulacion de los SCFA en
la expresion de genes flagelares de STEC. En otros estudios se ha observado que las cepas de
STEC al exponerse a concentraciones elevadas de SCFA, aumentan la expresion de flagelina
(fliC), los reguladores de transcripcion flagelar (flhC, flhD), genes involucrados en motilidad
(motAB) y las proteina de quimiotaxis CheA y CheW (Tobe y cols., 2011). Por otro lado, el
crecimiento bacteriano bajo condiciones que simulan concentraciones de SCFA presentes en el

colon, aumentan la expresion de adhesina en cepas de STEC (Navarro-Garcia, 2014). En
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Salmonella, se observo un aumento de la expresion de genes asociados a invasién como también
su capacidad de invasion a la linea celular DIV-1 después de haberse expuesto a formato (Gantois

y cols., 2006).

Considerando los antecedentes expuestos, este trabajo tuvo como objetivo determinar los cambios
en la expresion de factores de virulencia en cepas de STEC y de EAEC inducidos por el acetato y
el formato en concentraciones presentes en el sobrenadante de E. albertii y en un contexto
fisiologico humano. Ademas, se evalu6 la participacion los SCFA descritos anteriormente sobre
la capacidad de STEC y EAEC de inducir la secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales in

vitro.
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Hipdtesis

“El acetato, formato y los SCFA a concentraciones fisioldégicas humanas inducen un aumento de
la expresion de genes involucrados en la virulencia de cepas de STEC y de EAEC, correlacionado
con un aumento en la secrecién de IL-8 en células epiteliales intestinales in vitro infectadas con

estos patogenos”

Objetivo General

Determinar el efecto del acetato, formato y los SCFA en concentraciones fisioldégicas humanas en
la expresion de genes involucrados en la virulencia de STEC y de EAEC, y en la secrecion de

IL-8 en células epiteliales intestinales mediada por estos patotipos.

Objetivos Especificos

1.Determinar si el acetato o el formato aumenta la expresion de los genes de virulencia

stx2, eae y IpfA de STEC y aggR, pet y aafA de EAEC.

2.Determinar si STEC y EAEC en presencia de acetato o formato promueven un aumento

en la secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales in vitro.

3.Determinar si concentraciones fisiologicas humanas de los principales SCFA y el exceso
de acetato y formato, aumenta la expresion de los genes de virulencia stx2, eae y IpfA de

STEC y aggR, pet y aafA de EAEC.

4.Determinar si STEC y EAEC en presencia de concentraciones fisioldgicas de los
principales SCFA en colon mas un exceso de acetato o formato, inducen un aumento de

secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales in vitro.
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Materiales y Métodos

Objetivo especifico 1. Determinar si el acetato o el formato aumentan la expresion de los
genes de virulencia stx2, eae y IpfA en STEC y aggR, pet y aafA en EAEC.

Cepas bacterianas. Se utilizaron las cepas de referencia de STEC (0O157:H7; cepa 86-24) y EAEC
(O44:H18; cepa 042). Ambas cepas presentan resistencia a estreptomicina. Las cepas se cultivaron

durante la noche en agitacion a 180 r.p.m. en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C.

SCFA. Se utilizé 5-200 mM acetato de sodio (Sigma-Aldrich) y 2-10 mM formato de sodio. La
seleccion de las concentraciones se realiz en base a la presencia de estos componente en el
sobrenadante de E. albertii (5-10 mM), concentraciones fisiologicas presentes intestino humano
(25 mM-100 mM), y un exceso de acetato sobre los niveles fisiologicos (200 mM). En el caso del
formato, las condiciones seleccionadas para realizar los ensayos se eligieron en base a las
concentraciones encontradas en el sobrenadante de E. albertii (2-5 mM) y las concentraciones
fisiolégicas encontradas en ileon (10 mM). Como control de osmolaridad se utilizé cloruro de
sodio (Sigma-Aldrich) en las mismas concentraciones ya descritas para acetato y formato. Todos
los reactivos se prepararon en las concentraciones deseadas con agua destilada y la solucion se
filtré utilizando un filtro con poros de 0,2 um de didmetro.

Curvas de crecimiento. Para evaluar el crecimiento bacteriano de STEC y EAEC en presencia
del acetato y el formato se siguid el protocolo descrito en la Figura 7. Se realizo el crecimiento
bacteriano de STEC o EAEC en medio LB durante toda la noche (O/N) en agitacién a 180 r.p.m a
una temperatura de 37°C (1). Al dia siguiente, se realizé una dilucion 1:120 del cultivo bacteriano
O/N en medio LB y se mantuvo en agitacion a 180 r.p.m. y 37°C durante 3 h (2). Seguidamente
se realizé una centrifugacion de las muestras durante 10 minutos a 5000 r.p.m (3). Se eliminé el

sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendio en medio LB suplementado con el buffer
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acido 3-(N-morfolin) propanosulfénico (MOPS) 100 mM y con concentraciones crecientes de
acetato (2-200 mM) o formato (2-10 mM) (4, 5). Como control de osmolaridad, se resuspendio el
precipitado bacteriano con concentraciones crecientes de NaCl (2-200 mM). Se agregaron las
suspensiones descritas en una placa de 96 pocillos por triplicado (6). Finalmente se procedio a
realizar la curva de crecimiento bacteriano cada 1 h en el equipo HT-Synergy (Biotek) durante 12

h mediante la lectura de la densidad Optica (DO) a 630nm (7).

1 2 3 4 5 6 7

] Dilucién || B Resuspencion de pelleten Iml |
1:120 E de la condiciona estudiar
: >

»

-

—_— " / - = -
=Ze Realizar curva d
=

LB suplementado con MOPS crecimiento durante
100mM (pH 6.7) acetaro (5-

J v -— v ) ], . Agregar 200ul por I12H a una DO
Crecimiento O/N  Crecimiento durante Centrifugacion Eliminacion de 200mHM) & formato (2-10mM) triplicado segun cada 630nm
LB at 37°C 3H, 180 RPM, 37°C con | ml sobrenadante condicion en placa

10min, 5000 RPM

Figura 7. Esquema de realizacion de curva de crecimiento. Protocolo para realizar curva de crecimiento utilizando
ECD en concentraciones de acetato (5-200 mM) y formato (2-20 mM).

Extraccion de ARN. Como se observa en la Figura 8, para evaluar la expresion de genes en
presencia de acetato y formato se realizé la incubacién de STEC o EAEC en presencia de LB
suplementado con las mismas condiciones de acetato, formato y NaCl durante 3 h. Posteriormente,
se centrifugd 1 ml de la suspensién (5.000 r.p.m. durante 10 min) de cada muestra y se elimind el
sobrenadante. Se resuspendio el precipitado bacteriano en 1 ml del reactivo TRI1zol™ (Invitrogen)
y se extrajo el ARN de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ARN extraido se traté con
ADNasa | (Thermo Scientific) para eliminar ADN contaminante y se purificd utilizando el kit
RNeasy Mini Elute Cleanup Kit (Qiagen).

Sintesis de ADNc. EI ARN obtenido desde las distintas condiciones se utilizd para la sintesis de
ADNCc utilizando el sistema comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche), de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

15



RT-gPCR. ElI ADNCc obtenido se utiliz6 como templado para cuantificar la expresion de los genes
stx2, eae y IpfA presentes en STEC y de los genes aafA, aggR, pet de EAEC utilizando los
partidores descritos en la Tabla 3 (Qu y cols., 2016; Betancourt-Sanchez y cols., 2009). La
eleccién de estos genes se realizé debido a su participacion en la induccion a la secrecion de 1L-8
en modelos celulares in vitro (Andreoli y cols., 2002; Steiner y cols., 1998; Croxen y cols., 2013).
Los datos se normalizaron respecto a un gen de expresion constitutiva, el gen de ARN polimerasa
Subunidad A (rpoA) y los resultados se analizaron usando el método de Ct comparativo
(cuantificacion relativa). El perfil de amplificacion consistié de un paso de activacion por calor a
95°C por 10 min; 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 s; alineamiento, extension y
deteccidn de la sefial fluorogénica a 60°C por 1 min. Los resultados de expresion de genes de
virulencia se presenta como veces de cambio sobre el nivel de expresion de los cultivos de las

cepas de STEC y de EAEC en presencia de NaCl.

ECD
Dilucién 7N mm Resuspencion de pellet en Ajustar densidad 7N
F 1:120 . condicion a estudiar opticaa 0,3 Centrifugacién
e — . >
Crecimiento O/N  Crecimiento durante Centrifugacion B o Acetato: SmM  Formato: 2mM
LB a37°C 3H, 180 RPM, 37°C 10min, 5000 RPM iminacion de 10mM S5mM
sobrenadante 25mM 1omM

50mM
100mM
200mM

Agitacién durante 3H,
180 RPM, 37°C

stx2 \
STEC| o = RT =7 Excraccion de RNA I g enadante
eae < - -— -—— y resuspender en
_ \j qPCR — = - TRizol®
) J

i -
aafA h Cuantificacion
de RNA
BARC | gk Purificacion de RNA
pet por columna

Figura 8. Esquema del procedimiento usado para la evaluacion de la expresion génica en cepas de STEC y de
EAEC en presencia de acetato y formato.

16



Tabla 3. Secuencia de partidores para los genes stx2, IpfA, eae de STEC y aggR, aafA, pet de EAEC.

Gen Secuencia
six2 F: 5-GCTGGAATCTGCAACCGTTACT-3"
R: 5'-CACGAATCAGGTTATGCCTCAGT-3"
Ipf4 F: 5"-GGCACGGTTAAATTTACAGGC-3
R: 5"-TGACCCAACACAACTTCCTG-3’
eae F: 5-CCGATTCCTCTGGTGACGA-3’
R: 5-CCACGGTTTATCAAACTGATAACG-3"
aggR F: 5"-CAGGATCGTCAGCAGCTACA-3"
R: 5-AAGGATGCCCTGATGATAATATACG-3”
aafA F: 5-ACTTCATATAGGCCTGGTCGTA-3"
R:5-ATTCACTCTGGCCTCTCCTAGGT-3"
pet F:5-GTGGTGCCTATGCCGTAACC-3°
R:5-CAGCCCCTCTTGTTTCCACG-3”

Objetivo especifico 2. Determinar si STEC y EAEC en presencia de acetato o formato
promueven un aumento en la secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales in vitro.

Lineas celulares. La linea celular T84, modelo celular cominmente utilizado para estudiar la
patogénesis de E. coli (Nataro y cols., 1996), se mantuvo en medio DMEM F12 (Hyclone)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB; Hyclone), 2,5 mM glutamina y (10 U/ml)
penicilina / (10 pg/ml) estreptomicina a 37°C y 5% COz.

SCFA. Se seleccion0 la menor concentracion de acetato y formato donde se obtuvo un aumento
sobre las dos veces de cambio en la expresion de los genes evaluados en el objetivo especifico 1.
La incubacion de STEC se realiz6 con 25 mM acetato y 10 mM formato en ensayos separados
junto a su respectivo control. Mientras que en el caso de EAEC se incub6 con 100 mM acetato
junto a su respectivo control.

Ensayo de secrecion de IL-8. Para la realizacion de este ensayo se siguieron los 4 primeros pasos
descritos en la seccién de curva de crecimiento. Posteriormente, se resuspendio el precipitado de
las cepas de ECD con las condiciones seleccionadas en el objetivo especifico 1 y se incubaron por
3 h. Luego se infectd una monocapa de células T84 con las cepas de ECD descritas, utilizando una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 bacterias por célula. Seguidamente las placas se
centrifugaron durante 10 minutos a 1800 r.p.m y se incubaron durante 1 h a 37°C con 5% COs..
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Después de la infeccion, los pocillos se lavaron 3 veces con PBS (Hyclone) y se incubaron con
500 pl de medio de cultivo DMEM F/12 suplementado con gentamicina (100 pg/ml), a 37°C por

3 h. Finalmente, se recuperaron los sobrenadantes para la cuantificacion de IL-8.

Cuantificacion de IL-8. La cuantificacion de IL-8 se realizd mediante ELISA siguiendo un
protocolo descrito previamente (Harrington y cols., 2005) (Figura 9). Se incubd una placa de 96
pocillos con el anticuerpo anti-human IL-8 (BD BiosciencesTM) diluido 1:500 en buffer Tris 100
mM, pH 8,8 a 4°C durante la noche. La placa se lavé 4 veces con PBS-Tween 0,05% y después se
incub6 con leche descremada al 5% preparada en PBS por 1 h a 37°C. Después de realizar 3
lavados con PBS-Tween, se agregaron diluciones del estandar de IL-8 (R&D Systems) en
duplicado para la realizacion de la curva de calibracion y se agregaron las muestras
correspondientes en duplicado, y se incubaron las placas por 4 h a temperatura ambiente. Despues,
se lavaron los pocillos con PBS-Tween y se agrego el anticuerpo anti-human IL-8 biotinilado de
raton (BD BiosciencesTM) en dilucion 1:2000 y se incub6 por 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, la placa se lavo con PBS-Tween y se incubo el conjugado de avidina-HRP (Life
Technologies) en dilucién de 1:2000, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de un
lavado con PBS-Tween, se agregé la solucion sustrato de la enzima HRP 3,3°,5,5"-18
tetrametilbencidina (TMB, Promega), cuya reaccion genera un producto de color azul. La reaccién
se detuvo al agregar acido sulfurico 2N (H2S0O4), cambiando a un color amarillo. Finalmente, se
realizé la lectura de absorbancia en el equipo HT-Synergy (Biotek) a 450 nm. Las concentraciones
de IL-8 se determinaron al interpolar los valores de absorbancia en la curva de calibracion de

IL-8.
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Figura 9. Esquema general de infeccion con cepas de ECD preincubadas con SCFA.

Objetivo especifico 3. Determinar si concentraciones fisiologicas humanas de los principales
SCFAy el exceso de acetato y formato, aumenta la expresion de los genes de virulencia stx2,
eae y IpfA en STEC y aggR, pet y aafA en EAEC.

Condiciones experimentales. Para la realizacion de este objetivo se prepararon SCFA en
concentraciones fisiologicas presentes en ileon y colon humanas (Cummings y cols., 1987). Las
concentraciones de los SCFA utilizadas de ileon fueron: 10 mM formato, 25 mM acetato, 2,5 mM
propionato y 2,5 mM butirato y como control de osmolaridad 30 mM NaCl. Por otro lado, las
suspensiones utilizadas de SCFA en colon fueron: 95 mM acetato ,60 mM propionato, 17 mM
butirato y como control de osmolaridad 172 mM NaCl. De forma adicional se evalud el efecto que
podria generar en la expresion de los genes de STEC y EAEC en estudio un exceso de acetato y
formato sobre las condiciones fisioldgicas en el colon. Para ello se consider6 como exceso las
condiciones seleccionadas en el objetivo especifico 1, es decir 25 mM acetato y 10 mM formato
en el caso de STEC y 100 mM acetato para el caso de EAEC. Como condicion control se considero
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un crecimiento de ECD en presencia de SCFA presentes en colon més 35 mM NaCl en el caso de

STEC y 100 mM NaCl para EAEC.

Los pasos 1-4 en la curva de crecimiento descrita en el objetivo especifico 1. Luego se resuspendid
el precipitado bacteriano de STEC y EAEC con concentraciones fisioldgicas de SCFA presentes
en ileon, colon y exceso de acetato y formato en colon junto a sus respectivos controles,
amortiguado con 100 mM MOPS. Se agregaron los medios suplementados mencionados
anteriormente en una placa de 96 pocillos por triplicado y se realizé la curva de crecimiento en el

equipo HT-Synergy durante 12 h realizando cada hora la lectura de la DO a 630nm.

Para realizar los ensayos de expresion génica el ARN total se aislé a partir de la incubacion de
STEC o EAEC en presencia de LB amortiguado con MOPS 100 mM vy enriquecido en
concentraciones de SCFA y NaCl descritas anteriormente (crecidas hasta una DO~0,3). Para los
pasos posteriores se continud con el protocolo de extraccion y purificacion RNA, sintesis de
ADNc, RT-gPCR y normalizacion descrito en la seccion de expresion génica del objetivo

especifico 1.
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Objetivo especifico 4. Determinar si STEC y EAEC en presencia de concentraciones
fisioldgicas de los principales SCFA en colon més un exceso de acetato y formato inducen un
aumento de secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales in vitro.

Se realizaron los pasos 1-4 descritos en el objetivo especifico 1, luego se resuspendio el precipitado
de las cepas de ECD en los siguientes medios suplementados: En el caso de STEC se utilizé 172
mM SCFA (representativo de colon) y adicionalmente se agreg6 25 mM acetato y 10 mM formato.
Para EAEC se utiliz6 172 mM SCFA més 100 mM acetato. En ambas cepas se utiliz6 100 mM
MOPS como buffer (Figura 10). Se procedio a realizar ensayos de infeccion con las cepas de ECD

y cuantificacion de IL-8 como esta descrito en objetivo especifico 2.

ECD ELISA IL-8
= Crecimiento O/N
| LB a37°C T
Dilucion .

1:120 ) DMEM + Gentamicina 100 pg/ml
: ) Incubacién 3H, 37°C, 5% CO,

)
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[ | 3H, 180 RPM, 37°C Lavar 2 veces con PBS Ix

Centrifugacion
10min, 5000 RPM

+—

Eliminacion de

_&

[Eoe] L.
a Incubacion durante
IH, 37°C, 5% CO,

sobrenadante
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172mM SCFA (colon) 172mM SCFA (colon) Infeccidn sobre
100mM Acetato 25mM Acetato células T84, MOI 10

10mM Formato

(Control: SCFA (Control: SCFA
colon +100mM colon +35mM
NaCl) NaCl)

Figura 10. Esquema de infeccion con cepas de ECD preincubadas con exceso de SCFA fisioldgico. La condicion
seleccionada para STEC fue 172 mM SCFA representativo de colon + 25 mM acetato + 10 mM formato. Para EAEC
se utiliz6 172 mM SCFA representativo de colon + 100 mM acetato.
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Anélisis estadistico. Los datos estan presentados como el promedio y la desviacién estandar del
promedio. La significancia se determind mediante analisis de varianza (ANOVA) de una y dos
vias con una prueba post-hoc de Dunnet y Sidak segin correspondiera. La estadistica se analizd
usando el software GraphPad Prism 6 (Graphpad Software), considerando un valor p<0,01 como
significativo. Las curvas de crecimiento se realizaron en triplicado una vez. Se realiz6 un ensayo
para la evaluacion de todos los genes analizados y se hizo un duplicado bioldgico en las
condiciones seleccionadas segln correspondia. Para los ensayos de expresion génica, se definio
un aumento de 2 veces de cambio como significativo con respecto al control. Para los ensayos de
curva de crecimiento e infeccidn se realizaron al menos 3 experimentos independientes para cada

condicion.
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Resultados

Objetivo especifico 1: Determinar si el acetato o el formato aumentan la expresion de los
genes de virulencia stx2, eae y IpfA en STEC y aggR, pet y aafA en EAEC.

Se estudié como las diferentes concentraciones de acetato y formato pueden afectar el crecimiento
de STEC y EAEC. El crecimiento de STEC y EAEC no se ve afectado, con respecto al control,
cuando se utiliz6 acetato en concentraciones de 5-50 mM respectivamente (Figura 11 A-D,
Figura 13 A-D). Por otro lado, se observd que tanto el crecimiento de STEC como el de EAEC se
ve disminuido en presencia de 100 y 200 mM acetato en comparacién a su respectivo control de
NaCl (Figura 11 E-F, Figura 13 E-F) (p<0,01). Para STEC se observo una disminucion en el
crecimiento desde las 3 horas de incubacion y para el caso de EAEC 200 mM acetato desde las 2
h (Figura 13 F). De forma adicional, se observo que el formato en todas las concentraciones

analizadas no afecta el crecimiento de ambas cepas ECD (Figura 12, Figura 14).
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Figura 11. Curvade crecimiento de STEC en presencia de concentraciones crecientes de acetato (5-200 mM)
Iméagenes representativas de un ensayo. Se realiz6 1 experimento independiente por triplicado para cada condicion
(n= 3). Las barras representan la desviacion estandar (triplicado). Test ANOVA de dos vias, seguido de un test
post-hoc de Sidak. *, p<0,01 entre (E) STEC + 100 mM acetato vs STEC + 100 mM NaCl (F) STEC + 200 mM

acetato vs STEC + 200 mM NaCl.
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Figura 12. Curva de crecimiento de STEC en presencia de concentraciones crecientes de formato (5-10 mM)
Iméagenes representativas de un ensayo. Se realiz6 1 experimento independiente por triplicado para cada condicion
(n=3). Las barras representan la desviacion estandar (triplicado). Test ANOVA de dos vias, seguido de un test post-

hoc de Sidak.
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Figura 13. Curva de crecimiento de EAEC en presencia de concentraciones crecientes de acetato (5-200 mM)
Imégenes representativas de un ensayo. Se realizé 1 experimento independiente por triplicado para cada condicién
(n=3). Las barras representan la desviacion estandar (triplicado). Test ANOVA de dos vias, seguido de un test post-
hoc de Sidak. *, p<0,01 entre (E) EAEC + 100 mM Acetato vs EAEC + 100 mM NaCl (F) EAEC + 200 mM Acetato

vs EAEC + 200 mM NacCl.
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Figura 14. Curva de crecimiento de EAEC en presencia de concentraciones crecientes de formato (5-10 mM)
Iméagenes representativas de un ensayo. Se realiz6 1 experimento independiente por triplicado para cada condicion (n=3).
Las barras representan la desviacion estandar (triplicado). Test ANOVA de dos vias, seguido de un test post-hoc de

Sidak.
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En ensayos posteriores se evaluo el rol del acetato y formato sobre la expresion génica de factores
de virulencia en STEC (genes stx2, IpfA 'y eae) y EAEC (genes aggR, aafA y pet), en relacion con
su control con NaCl. Los resultados obtenidos muestran un aumento de 2,5 veces de cambio del
gen stx2 en presencia de 25 mM acetato y un cambio de 3,6 veces para el gen eae al incubar STEC
con 10 mM formato (Figura 15 A, Figura 16 A) respectivamente. En el caso de EAEC, se observo
un aumento de 3,2 y 3,6 veces para el gen pet en relacion al control de NaCl (Figura 17 A). Se
continud trabajando con la condicion 100 mM acetato, debido a que al aumentar la concentracion
de acetato a 200 mM se sigue manteniendo la tendencia al aumento de la expresion del gen pet
relacion al control de NaCl, (Figura 17 A). No se observo un aumento en la expresion de los genes
evaluados en las concentraciones de formato utilizadas (Figura 18).

Se procedié a realizar un duplicado bioldgico para verificar reproducibilidad del ensayo para las
condiciones seleccionadas (gen stx2 a 25 mM acetato y el gen eae a 10 mM formato en el caso de
STEC y el gen pet a 100 mM acetato en el caso de EAEC), y se observé la misma tendencia al
aumento sobre 2 veces de cambio (Figura 15 B, Figura 16 B, Figura 17 B). Estos resultados

permitieron la eleccion de las condiciones para ser utilizadas en los objetivos especificos 2 y 4.
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Figura 15. Efecto del acetato sobre la expresion de los genes, stx2, IpfA y eae de STEC. Los efectos del acetato
sobre la expresion génica se muestra como de veces de cambio sobre el control NaCl. (A) Los resultados mostrados
son representativos de un ensayo. (B) Replicado bioldgico de la condicion 25 mM acetato para el gen stx2.
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Figura 16. Efecto del formato sobre la expresion de los genes, stx2, IpfA y eae de STEC. Los efectos del formato
sobre la expresion génica se muestra como de veces de cambio sobre el control NaCl. (A) Los resultados mostrados
son representativos de un ensayo. (B) Replicado bioldgico de la condicion 10 mM formato para el gen eae.
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Figura 17. Efecto del acetato sobre la expresion de los genes, aggr, aafA y pet de EAEC. Los efectos del acetato
sobre la expresion génica se muestra como de veces de cambio sobre el control NaCl. (A) Los resultados mostrados
son representativos de un ensayo. (B) Replicado biol6gico de la condicién 100 mM acetato para el gen pet.
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Figura 18. Efecto del formato sobre la expresién de los genes, aggR, aafA y pet de EAEC. Los efectos del formato
sobre la expresién génica se muestra como de veces de cambio sobre el control NaCl.
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Objetivo especifico 2: Determinar si STEC y EAEC en presencia de acetato o formato
promueven un aumento en la secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales in vitro.

Con el fin de evaluar el rol del acetato y el formato en la induccién de la secrecién de IL-8 mediada
por STEC y EAEC sobre células epiteliales intestinales, se infecté una monocapa de células T84
con estas cepas de ECD. Previo a la infeccion, las cepas ECD se incubaron con un medio
suplementado con 25 mM acetato y 10 mM formato en el caso de STEC y 100 mM acetato en el
caso de EAEC, considerando las condiciones descritas en la seccion de materiales y métodos del
objetivo especifico 2. Observamos que las cepas de STEC y de EAEC incubadas presencia de
SCFA no presentan diferencias significativas en la induccién de la secrecion de IL-8 en
comparacion a la infeccion con la cepa ECD incubadas en concentracion equivalente de NaCl

(Figura 19-20 Ay B).
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Figura 19. Secrecién de IL-8 en células epiteliales intestinales infectadas con una cepa de STEC incubadas con
acetato y formato. Cuantificacion de la secrecion de IL-8 en 5 condiciones: (A) STEC (solo bacteria), STEC + 25
mM NaCl, STEC + 25 mM acetato, 25 mM acetato, 25 mM NaCl. (B) STEC (solo bacteria), STEC + 10 mM NacCl,
STEC + 10 mM formato, 10 mM formato, 10 mM NaCl. Los resultados mostrados son representativos de 3
repeticiones y se muestran como el promedio de un triplicado biol6gico. Test ANOVA de una via, seguido de un test
post-hoc de Dunnet. ns, no significativo.
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Figura 20. Secrecion de 1L-8 en células epiteliales intestinales infectadas con una cepa de EAEC incubadas con
acetato. Imagenes representativas de un ensayo (n=3). Cuantificacion de la secrecion de IL-8 en 5 condiciones: (A)
EAEC (solo bacteria), EAEC + 100 mM NaCl, EAEC + 100 mM acetato, 100 mM acetato, 100 mM NacCl. Los
resultados mostrados son representativos de 3 repeticiones y se muestran como el promedio de un triplicado bioldgico.
Test ANOVA de una via, seguido de una prueba post-hoc de Dunnet. ns, no significativo.

Objetivo especifico 3: Determinar si concentraciones fisiolégicas humanas de los principales
SCFA'y el exceso de acetato y formato, aumenta la expresion de los genes de virulencia stx2,
eae y IpfA (STEC) y aggR, pet y aafA (EAEC).

Se estudiaron como las diferentes concentraciones de SCFA presentes en ileon y colon afectan el
crecimiento de STEC y EAEC. No se observo diferencia significativa en el crecimiento de STEC
y EAEC incubadas en las condiciones de SCFA presentes en ileon con respecto al control de 30
mM NaCl (Figura 21-22 A). En cambio, tanto el crecimiento de STEC como de EAEC se ve
disminuido en la condicién de SCFA presentes en colon con respecto a la incubacion con NaCl

172 mM (p<0,01), entre las 2-4 h en STEC (Figura 21 B) y entre 1 y 5 h en el caso de EAEC

(Figura 22 B).
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Figura 21. Curva de crecimiento de STEC en presencia de concentraciones de SCFA presentes en ileon y
colon humanos. Iméagenes representativas de un ensayo. Se realizd 1 experimento independiente para cada
condicién (n=3). Las barras representan la desviacidn estandar (triplicado). Test ANOVA de dos vias, seguido
de un test post-hoc de Sidak. *, p<0,01 entre (B) SCFA Colon vs 172 mM NacCl. 29
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Figura 22. Curva de crecimiento de EAEC en presencia de concentraciones de SCFA presentes en ileon y colon
humanos. Imagenes representativas de un ensayo. Se realizé 1 experimento independiente para cada condicion (n=3).
Las barras representan la desviacién estandar (triplicado). Test ANOVA de dos vias, seguido de un test post-hoc de
Sidak. *, p<0,01 entre (B) SCFA Colon vs 172 mM NaCl.

Seguidamente se evalud el rol de los SCFA presentes en ileon y colon sobre la expresién génica
de factores de virulencia en STEC y EAEC. Para dar cumplimiento con esta actividad, se siguid el
protocolo descrito del objetivo especifico 3. Los resultados obtenidos con STEC en presencia de
SCFA en el colon muestran un aumento de 2,6 y 2,1 veces de cambio en relacion al control para
los genes que codifican la toxina Shiga e intimina (genes stx2 y eae respectivamente) (Figura 23
A). En el caso de EAEC, se observo un aumento de 4, 3y 10 veces de cambio en relacion al control

para los genes que codifican AggR, AafA y Pet (genes aggR aafA y pet, respectivamente) (Figura

23 B).

En ensayos posteriores, se evalud cual podria ser el efecto que genera un exceso de acetato y
formato sobre los valores fisiologicos de SCFA en el colon humanos en la expresion génica de
factores de virulencia en cepas de STEC y EAEC. Para esto se expuso a las cepas de ECD en
concentraciones de SCFA presentes en colon adicionando acetato o formato de acuerdo a las
condiciones seleccionadas en el objetivo especifico 1; 25 mM acetato y 10 mM formato para STEC
y 100 mM acetato para EAEC. En los resultados obtenidos de expresion génica con ambas
bacterias no se observo un aumento significativo con respecto al control para todos los genes

evaluados (Figura 24 Ay B).
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Figura 23. Efecto de los SCFA fisiolégicos en ileon y colon humano sobre la expresion de los genes, stx2, IpfA,
eae en STEC y aggr, aafA, pet en EAEC. Los efectos de los SCFA sobre la expresion génica se muestra como veces
de cambio sobre el control NaCl. La condicion de SCFA presente en colon se consider6 para el objetivo especifico 4.
Los resultados mostrados en la figura A y B son representativos de dos ensayos.
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Figura 24. Efecto del exceso de acetato y formato sobre valores fisioldgicos de SCFA en ileon y colon sobre la
expresion de los genes de virulencia de STEC y EAEC. Los efectos de los SCFA sobre la expresiéon génica se
muestra como veces de cambio sobre el control NaCl. La concentracion de SCFA presente en colon se considerd para
el objetivo especifico 4. Los resultados mostrados en Ay B son representativos de dos ensayos.
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Objetivo especifico 4: Determinar si STEC y EAEC en presencia de concentraciones
fisioldgicas de los principales SCFA en colon mas un exceso de acetato o formato, inducen
un aumento de secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales in vitro.

En este objetivo se evalué como el exceso de acetato y formato sobre los valores fisioldgico de
SCFA humanos participaba sobre la capacidad de STEC y EAEC de inducir secrecion de IL-8 por
células epiteliales intestinales in vitro. La incubacién e infeccidn sobre células T84 se realiz6 con
un medio suplementado considerando las condiciones descritas en la seccion de materiales y
métodos del objetivo especifico 4. Ambas cepas en presencia de exceso de SCFA no presentan

diferencias significativas en la secrecion de IL-8 en comparacion a la ECD en presencia de NaCl

(Figura 25 Ay B).
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Figura 25. Secrecion de IL-8 en células epiteliales intestinales infectadas con la cepa de STEC y de EAEC
incubadas con exceso de SCFA. Iméagenes representativas de un ensayo (n=3). Cuantificacion de la secrecién de IL-
8 en 5 condiciones: (A) STEC (solo bacteria), STEC + SCFA Colon + 35mM NaCl, STEC + SCFA Colon + 25 mM
acetato + 10 mM formato, SCFA Colon + 25 mM acetato + 10 mM formato, SCFA Colon + NaCl 35mM. (B) EAEC
(solo bacteria), EAEC + SCFA Colon +100 mM NaCl, EAEC + SCFA Colon + 100 mM acetato, SCFA Colon + 100
mM acetato, SCFA Colon + 100mM NaCl. Los resultados mostrados son representativos de 3 repeticiones y se
muestran como el promedio de un triplicado biol6gico. Test ANOVA de una via, seguido de un test post-hoc de
Dunnet. ns, no significativo.
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Discusion

Diversos estudios han demostrado que los SCFA participan en procesos de infeccion de patdgenos
entéricos (Yang y cols., 2018; Yang y cols., 2018; Herold y cols., 2009). Resultados preliminares
obtenidos en nuestro laboratorio sugieren la existencia de metabolitos en el sobrenadante de una
bacteria de la microbiota, E. albertii, que estaria participando en la patogenicidad de STEC y
EAEC. Bajo ese argumento se realiz6 un analisis de metabolémica en el sobrenadante de E.
albertii, el cual revel6 la presencia de acetato y formato (Tabla 2). La interaccion entre los SCFA
y las cepas de ECD aun no ha sido completamente determinado y fue el motivo principal de esta

investigacion.

En este trabajo de tesis se evaluo el efecto que distintas concentraciones de acetato, formato y
SCFA en un contexto fisiolégico humano podrian tener sobre la expresion génica de STEC y
EAEC, ademaés de la capacidad de induccion de una respuesta inflamatoria que podrian ejercer
estos patdgenos sobre células epiteliales intestinales in vitro. De la misma manera se evalud el rol
de STEC y EAEC en presencia de exceso de acetato y formato sobre los niveles de SCFA

fisiolégicos humanos en la induccidn de respuesta inflamatoria sobre células T84.

Las curvas de crecimiento revelaron que el acetato a concentraciones mayores a 100 mM vy los
SCFA a concentraciones presentes en colon retrasan significativamente el crecimiento de la
bacteria en comparacién a su control de osmolaridad (Figura 11 E-F, Figural3 E-F). Una posible
explicacion para este resultado podria asociarse al transporte del acetato mediante acetato la
permeasa (ActP) (Sa-Pessoa y cols., 2013). Este transporte genera un aumento a en el pH
intracelular debido a la acumulacion de acetato en su forma ionizada en el interior de la célula. Por

lo tanto, para mantener el pH intracelular bacteriano cerca de 6,7, es necesario la liberacion de
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protones, y eso genera gasto de energia y por ende podria afectar el crecimiento bacteriano (Axe
y cols., 1995). Se ha descrito también que el acetato en su forma &cida (encontrada en menor
proporcion en intestino humano) es liposoluble, de manera que puede penetrar la membrana
bacteriana sin necesidad de un transportador. Adicionalmente, la presencia de acetato en el
citoplasma bacteriano incrementa la presion osmotica intracelular y para mantener la presion
osmotica intracelular se genera una reduccion de aniones como el glutamato, accioén que podria
afectar el metabolismo, y por ende, el crecimiento bacteriano (Valgepea y cols., 2010). Por otro
lado, el formato en las concentraciones utilizadas no tuvo efecto en el crecimiento de las cepas de
ECD evaluadas. Esto podria deberse a que los enteropatdgenos previenen la acidificacion que
genera el formato en el citoplasma bacteriano mediante un canal de formato (FocA), facilitando el
transporte bidireccional del formato desde el espacio extracelular hacia el periplasma, donde la
enzima formato deshidrogenasa (FDH) cambia el formato a dioxido de carbono hacia el exterior

de la célula (Waight y cols., 2010).

Al evaluar la participacion del acetato y el formato sobre la expresion genica de STEC y EAEC,
se encontrd que el acetato a 25 mM y 100 mM aumenta la expresion de los genes que codifican la
toxina Shigaen STEC y Peten EAEC (Figura 15y 17). Por otro lado, el formato a 10 mM aumenta

la expresion del gen que codifica para intimina en STEC (Figura 16).

Las enterobacterias al realizar su transito por el tracto gastrointestinal GI se exponen a distintas
concentraciones de SCFA. Los resultados obtenidos demuestran que STEC y EAEC utilizan estos
cambios en concentracion de SCFA para la modulacion de la expresion de sus factores de
virulencia. En relacion al gen stx2, su expresion podria estar ocurriendo durante el transito inicial
de la bacteria a traves del intestino donde las concentraciones de acetato se encuentran entre 10-

30 mM, lo que concuerda con resultados publicados (Lackraj y cols., 2016; Mohawk y cols., 2010).
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Otros estudios también respaldan la participacion del acetato y le atribuyen una funcion de “sefial
intestinal” para inducir la expresion factores asociados a la motilidad y adherencia en
enteropatdgenos, procesos indispensables para generar dafio en el hospedero (Yang y cols., 2018).
En relaciobn a Pet, esta proteina pertenece a la familia de proteinas serin proteasa
autotransportadoras (SPATE, pero no se conoce con certeza los mecanismos que regulan su
expresion. Se ha observado que hay factores presentes en el intestino como la presencia de pH
alcalino (6,7-7 en colon) o de ciertos aminoacidos que podrian estar involucrados en la activacion

de estas proteinas autotransportadora (Dautin, 2010; Betancourt-Sanchez y cols., 2009).

El formato participa como sefial de induccion del gen eae en STEC, tal como sucede en
Salmonella, donde se ha observado que la expresion de factores asociados a la colonizacion en
intestino (como T3SS) se ven aumentados cuando la bacteria se expone a concentraciones de 10
mM formato (Huang y cols., 2008). En otros estudios se ha observado que enteropatdgenos con
mutaciones en vias metabdlicas asociadas a la produccion de formato como acetato sintasa fosfato
acetil-transferasa (ackA-pta) de igual manera expresan factores de virulencia en comparacion a
enteropatdgenos sin mutaciones en estas vias, indicando que el formato extracelular actia como
una sefial y podria estar modulando la virulencia (Lawhon y cols., 2002). Otro estudio reveld que
STEC mantuvo niveles de expresion elevados para el gen eae en condiciones representativas de
ileon en menores de 3 afios, indicando que STEC aumenta la expresion de intimina antes de llegar

al colon y tener contacto con células epiteliales en ese sitio (Roussel y cols., 2016).

Al evaluar el efecto de los SCFA en contexto fisiologico humano sobre la expresion génica de los
factores de virulencia de STEC y EAEC, observamos que particularmente el colon,

fisiolégicamente mas rico en SCFA, induce un aumento de 2 veces en la expresion génica con
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respecto al control de NaCl de la mayoria de los genes evaluados (Figura 23 A y B). Esta
caracteristica no se observé en concentraciones de SCFA presentes en ileon ni en concentraciones
donde se utilizd un exceso de SCFA (Figura 23 Ay B). Siendo estos resultados consistentes con
la evidencia que el colon es el sitio de colonizacion de STEC y EAEC (Paton y cols., 1998). Es
importante resaltar que el formato se encuentra en concentraciones indetectables en colon, sitio de
infeccion para STEC y EAEC en humanos. Nuestros resultados en el analisis del sobrenadante de
E. albertii indicaron la presencia de formato. Este hallazgo podria indicar que E. albertii aporta
concentraciones de formato en pacientes con infecciones por ECD y como resultado se promueve

la virulencia en STEC.

Una de las limitaciones de nuestros resultados se refiere a que en la mayoria de los ensayos solo
se realizaron duplicados biologicos en los genes que cumplian con el criterio de seleccién
propuesto, y se hizo un solo ensayo exploratorio con todas las condiciones y genes evaluados.
Debido a esto la realizacion de técnicas complementarias como el Western Blot o
inmunofluorescencia seran Utiles para evaluar si existen cambios a nivel de proteina de los genes
evaluados y respaldar los resultados obtenidos en los ensayos IL-8, donde no se observo diferencia
significativa en la secrecion de IL-8 en comparacion al control de NaCl. En relacion a los ensayos
de secrecion de IL-8, se selecciono 1 h para la infeccion debido al lento crecimiento bacteriano en
los SCFA en comparacién al NaCl. El criterio de seleccion de 3 h de exposicion de STEC y EAEC
a los SCFA se consider6 debido a que durante las 3 h de crecimiento la bacteria alcanza la fase
logaritmica de crecimiento, etapa donde esta descrita la expresion de los factores de virulencia
evaluados en E. coli (Pletnev y cols., 2015). Es importante indicar que el dafio en las células

intestinales en cultivo inducido por las cepas de ECD en los ensayos de infeccion no fue evaluado.
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Considerando que los factores de virulencia estudiados inducen dafio celular, seria importante

evaluar la viabilidad de las células T84, posterior a la infeccion con ECD.

También es importante mantener en consideracion el efecto que ejerce el medio de cultivo utilizado
en la bacteria sobre la expresion génica de esta misma, ya que, en los ensayos realizados, la bacteria
se expuso a los medios LB y DMEM-F12. Al cambiar el ambiente de crecimiento, E. coli debe
adaptarse debido a diferente disposicion de nutrientes, cambio en pH, temperatura, disponibilidad
de agua, oxigeno y osmolaridad que podrian participar en cambios metabdlicos que representen
un factor para la modulacion protedmica de la bacteria (Bhagwat y cols., 2005; Misken y cols.,
2008), cambio que podria ocurrir en los ensayos realizados. Con respecto al modelo celular
utilizado, es importante tener en cuenta que las células T84 no presentan el receptor Gb3 para la
unién de la toxina Shiga (Schiller y cols., 2004). Esto explicaria por que el aumento en la expresion
del gen stx2 no se traduce a mayor secrecion de IL-8 con respecto al control utilizado. Otra
explicacion para que el aumento en la expresion génica no se traduzca en un aumento en la
secrecion de 1L-8 podria deberse a que la bacteria exhibe expresion de ciertos factores asociados
a la virulencia mientras se encuentra en agitacion en comparacion al estar en estado estatico, un
escenario que ocurre al incubar la bacteria a 5% COz2 en el ensayo de infeccion con las células T84

(Lackraj y cols., 2016).

Para llevar a cabo la infeccion, las cepas de ECD no solo debe sobrevivir en el tracto
gastrointestinal, sino también debe coordinar la expresion de factores de virulencia determinantes
en respuesta al microambiente intestinal. Se ha demostrado que ECD puede adaptarse a varios
factores del ambiente presentes en el intestino, que involucran aspectos quimicos, hormonales,
mecanicos Yy bioldgicos que influyen en la supervivencia y virulencia del patdgeno (Thevenot y

cols., 2013). Una gran parte de los genes asociados a la virulencia son modulados por una o varias
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de estas sefiales ambientales. Los modelos utilizados en este estudio son Utiles para evaluar
aspectos puntuales, pero al llevarlo a un contexto fisiolégico humano pueden demostrar
inconsistencias. Es por esto que la integracién de un modelo que se asemeje a las condiciones
intestinales podria darnos una vision mas real de los cambios que ECD experimenta en el intestino
humano. La integracién de un modelo que regule niveles de pH mantenga una dinamica digestiva,
genere simulacion de secrecién de sales biliares y mantenga una microbiota de origen humano,
son sin lugar a duda parametros claves requeridos para fortalecer las observaciones descritas en

este estudio.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se propone un modelo (Figura 26 y 27),
que esquematiza una infeccion por STEC y EAEC en condiciones intestinales in vitro en ausencia
y presencia de SCFA fisiologicas humanas. Se resalta que los SCFA a distintas concentraciones
pueden modular la expresion de los genes involucrados en la virulencia en STEC y EAEC. Sin
embargo, no se observd un cambio en la induccion a la secrecion de IL-8. El aumento en la
expresion de los genes stx2 y eae a concentraciones de SCFA presentes en el colon podrian indicar
que los SCFA actlan como una sefial para inducir un aumento en la adherencia de STEC en el
colon humano, estableciendo alli su sitio de colonizacion, acompafado de la secrecidn de la toxina
Shiga. Un escenario similar estaria ocurriendo en EAEC, que al llegar al colon aumenta la
expresion de AggR, la fimbria AAF y secretando toxina Pet, favoreciendo asi la colonizacién a los

enterocitos presentes en el colon humano.

38



Modelo de resultados
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Figura 26. Modelo de resultados para STEC 86-24. |- Participacion de LPF, Intimina y Stx2 en la patogenicidad
de STEC. Il- Aumento en la expresion génica de eae en presencia de 10 mM formato. I11- Aumento en la expresion
génica de stx2 en presencia de 25 mM acetato. I\VV-Expresion basal en los genes stx2, IpfA y eae en concentraciones de
SCFA presentes en ileon. V- Aumento en la expresién génica de eae y stx2 en presencia de SCFA a concentraciones
presentes en el colon humano y disminucion en el crecimiento de STEC. Misma tendencia en la secrecion de I1L-8 en
todas condiciones evaluadas en STEC.

I I 1] v
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I--- aafA i :---aafA Acetato 25 mM % 4 aafA Acetato 95 mM
t Propionato 2.5 mM % Propionato 60 mM
1::”0 SN .. E a‘;‘;R Butirato 2.5 mM ::';'R ° Butiato 17 mM
°

" @‘;" ot @ @‘ A @

Figura 27. Modelo de resultados para EAEC 042. | Participacion de AggR, AAF y la toxina Pet en la patogenicidad
de EAEC. II- Aumento en la expresién de pet en presencia de acetato 100 mM y disminucidn en el crecimiento de
EAEC. I11- Expresion basal de los genes pet, aafA y aggR en concentraciones SCFA de ileon humano. IV Aumento
de los genes aggR, aafA y pet en concentraciones de SCFA presentes en el colon humanos y disminucion en el
crecimiento de EAEC. Misma tendencia en la secrecion de IL-8 en todas condiciones evaluadas en EAEC
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Conclusiones

El formato y el acetato a concentraciones de 10 y 25 mM aumentan la expresion génica de
stx2 y eae en STEC 86-24, mientras que el acetato a concentraciones de 100 mM aumenta

la expresidn génica de pet en EAEC 042.

El formato a 10 mM y el acetato a 25-100 mM, no aumenta la capacidad de STEC 84-24 'y
EAEC 042 de inducir secrecién de 1L-8 sobre células T84 en los ensayos de infeccion en

el modelo utilizado.

Los SCFA a concentraciones fisiologicas en el colon aumentan la expresion génica de stx2,
eae en STEC 86-24 y aggR, aafA y pet en EAEC 042.

El exceso de acetato y formato sobre condiciones fisiologicas de SCFA en colon no
aumenta la capacidad de STEC 86-24 y EAEC 042 de inducir secrecion de IL-8 sobre

células T84 en los ensayos de infeccidn en el modelo utilizado.
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